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Resumo

Estudos fitoquimicos identificaram o composto polifendlico Artepelin C (Art C -
acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) como principal componente bioativo da propolis
brasileira. O Art C vem sendo estudado por ter atividade antioxidante, indutor de apoptose e
imunomodulatorio. Este estudo teve como objetivo avaliar a agdo mutagénica do Artepelin C
em uma linhagem celular humana metabolicamente competente (HepG2). Para tanto, foi
utilizado o teste de micronucleos com bloqueio da citocinese (CBMN). Para o teste, as células
foram semeadas em placas de 24 pocos e cultivadas por 24 h. Apos este periodo, as células
foram submetidas a diferentes concentrages do Art. C (3,75 — 2000 uM). Transcorridas 44h
do inicio do experimento, adicionou-se a citocalasina - B, por mais 28 h. As células foram
tripsinizadas e coletadas em citocentrifuga, fixadas em laminas de vidro e coradas para a
realizacdo das analises em microscopio Optico. Os resultados demonstraram que em relacdo
ao indice de divisdo nuclear (IDN), o Art C causou inibicdo da proliferacdo celular quando
comparado ao controle negativo. Com base nos resultados observados para o IDN,
concentragdes ndo citotoxicas do Art C foram utilizadas para a avaliacdo da inducdo de
micronucleos em células HepG2. Desta forma, a auséncia de mutagenicidade observada neste
estudo pode estar associada ao processo de biotransformacdo nas células HepG2.
Considerando que esta linhagem celular possui altos niveis de enzimas do citocromo P450, é
possivel que o Artepelin C seja encaminhado para uma via de detoxificacdo, ndo sendo capaz
de induzir danos no DNA.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo de grande importéncia para a populacgéo, pois sdo usadas
constantemente no tratamento de inumeras doencas. Estima-se que cerca de 25% dos
medicamentos receitados mundialmente sdo provenientes de recursos naturais, o que levanta a
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necessidade de avaliar os beneficios terapéuticos e 0s riscos associado ao uso destas plantas
para a salde humana (CANTON e ONOFRE, 2010).

A familia Asteraceae destaca-se na lista de uma variedade de plantas utilizadas como
recurso medicinal, sendo a espécie Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como
alecrim-de-vassoura; alecrim-do-campo; vassourinha, um dos principais membros desta
familia. E uma planta muito utilizada na medicina tradicional com a finalidade de combater
distarbios gastricos, cansago fisico, inapeténcia, afeccdes febris, entre outros sintomas
(CANTON e ONOFRE, 2010). E a fonte botanica mais importante para a obtengio de uma
prépolis brasileira, chamada de propolis verde, devido a sua cor (CANTON e ONOFRE,
2010; RODRIGUES et al., 2009, CAMPQS, 2016).

A propolis € uma substancia com caracteristicas de resina, de aroma caracteristico,
cuja cor varia em decorréncia a sua origem boténica e idade. E coletada pelas abelhas da
especie Apis mellifera, em diferentes partes das plantas. Desde a antiguidade, a prépolis ja era
utilizada como medicamento popular no tratamento de feridas e infecgdes, pois, possui
diversas propriedades terapéuticas e bioldgicas. Na propolis verde ja foram identificados mais
de 200 compostos quimicos e apesar de existir uma varia¢do quimica na constituicdo dos mais
diversos tipos de prépolis encontradas nas regides sudeste e sul do Brasil, todos apresentam
em sua composi¢do o composto polifendlico Artepelin C (ArtC) como principal composto
bioativo (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) (RESENDE et al., 2007; MATSUDA E
ALMEIDA-MURADIAN,2008).

O Artepelin C vem sendo alvo de estudos em relacdo as suas atividades bioldgicas.
Estudo recente, sugere que o Artepelin C promove a diferenciacdo de adip6citos e a entrada
de glicose nestas células, em parte através da ligacdo direta ao receptor ativado por
proliferador de peroxissomo gama (PPARYy) e, desta forma, o consumo desta substancia
poderia reduzir o risco de diabetes tipo 2 (CHOI et al., 2011). A acdo genotdxica e
antigenotoxica do ArtC foi recentemente investigada nos testes cometa e micronucleos com
bloqueio da citocinese (CBMN) em células V79 de hamster chinés. Os resultados
apresentaram que o composto demonstrou atividade genotdxica na concentragdo mais alta, e
efeito antigenotéxico nas concentragdes mais baixas, em relacdo as lesdes induzidas por
metil-metano-sulfonato (MMS), nos dois testes que foram realizados. Os autores associaram
este efeito protetor ao ArtC, provavelmente por sua capacidade antioxidante (DE OLIVEIRA
etal., 2013).

Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade mutagénica do
Artepelin C em células de hepatoma humano (HepG2) no teste de microndcleos com bloqueio
da citocinese (CBMN).

METODOLOGIA

Agentes quimicos
O Artepelin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico), CAS no. 72944-19-5, foi adquirido da
Wako Chemicals USA, Inc. através do Grupo Demorelliss/DMScientific, Sdo Paulo-SP.

Cultivo celular

As células HepG2 foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ, niUmero de
catalogo 0103). As celulas foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (TPP), contendo
meio DMEM (Gibco) suplementado com 15% de soro fetal bovino (Cultilab) e antibidticos
(combinado de estreptomicina e penicilina a 1% e gentamicina a 0,1%, ambos obtidos da
Gibco) a 37°C em uma incubadora (Thermo Scientific) com 5% de CO2.



Teste de Micronucleos com Blogueio da Citocinese — CBMN

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram semeadas em placas de cultivo
celular com 24 pocos (TPP), sendo adicionadas em cada pogo aproximadamente 100.000
células. Os testes foram realizados em duplicata e em paralelo. Apds 24 h de cultivo, as
células foram submetidas a diferentes concentragdes do Artepelin C por um periodo de 4 h. O
fim dos tratamentos ocorreu apos 44 h do inicio da cultura, através da lavagem das células
com solucdo salina-fosfato (PBS). Em seguida foi adicionado novo meio de cultura contendo
CIT-B, por mais 28 h. O tempo total de incubagdo das células foi de 72h a 37°C. Apoés este
periodo, as células foram tripsinizadas e coletadas em citocentrifuga (Presvac) (5min a 700
rpm), para serem fixadas em laminas de vidro, coradas (Instant-Prov/ Newprov®) e desta
forma prontas para a realizacdo das analises em microscopio Optico com um aumento de
1000x. A comparacdo estatistica foi realizada por meio da analise da variancia (one-way
ANOVA) com teste post hoc de Dunnett para uma significancia estatistica a=0,05.

Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata, sendo analisadas
1000 células por tratamento. O critério de selecdo, assim como o de contagem de células
binucleadas com microndcleos foi definido de acordo com FENECH (2007). O parametro
utilizado para a avaliacdo da cinética celular foi o indice de Divisdo Nuclear. Nesse sentido,
500 células foram analisadas por cultura e verificadas quanto a frequéncia de células mono,
bi, tri e tetranucleadas. A partir destes dados o IDN foi calculado de acordo com a férmula:

IDN=[M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4) ]/ NT

M1-M4 representam o0 numero de células com 1-4 nlcleos e NT corresponde ao
namero total de células analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos referentes ao IDN estdo apresentados na Figura 1. Das
concentracdes que foram testadas com Art C (3,75 — 2000 uM), o composto demonstrou
possuir efeito citotoxico nas concentracdes de 1000 e 2000 uM, quando comparados ao
controle negativo. Esta reducdo no IDN observada foi, de fato, significativa entre as
concentragdes mais altas do Artepelin C e o controle negativo, indicando a acgdo deste
composto sobre a proliferacdo celular.

Figura 1- Efeitos da exposicao das células HepG2 ao Art C (3,75 — 2000 pM) sobre o
Indice de Divisao Nuclear (IDN).
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Para a avaliagdo da mutagenicidade associada ao Art. C, foram utilizadas as
concentracdes ndo citotoxicas, determinadas através dos resultados do IDN. Desta forma, ndo
foram observados aumentos significativos nas frequéncias de micronucleos das células
expostas ao Artepelin C em comparacao as células do controle negativo (Figura 2).

Figura 2- Frequéncia de MNs apds exposicdo das células HepG2 ao Art C (3,75 —
500 pM). CN= Controle Negativo. BaP= Benzopireno.
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Resultados semelhantes foram descritos em outros estudos. Quando avaliado in vivo
através dos testes de micronucleos em células do sangue periférico e teste cometa em células
do figado de camundongos machos Swiss, 0 Art C ndo induziu lesées no DNA (MONTEIRO
NETO et al., 2011). Neste estudo foram utilizadas trés concentracGes de Art C: 0,4; 0,8 e 1,6
mg.kg 'p.c. Adicionalmente, o Art C nfo exerceu atividade mutagénica quando avaliado no
teste de Ames em Salmonella thyphimurium nas linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102, na
presenca e auséncia de metabolizacdo exdgena (S9), em concentracdes que variaram de 0,69 a
10,99 pg/placa (RESENDE et al., 2012). O Art C ndo exerceu atividade mutagénica quando
avaliado no teste de Ames em Salmonella thyphimurium nas linhagens TA98, TA97a, TA100
e TA102, na presenca e auséncia de metabolizacdo exdgena (S9), em concentracdes que
variaram de 0,69 a 10,99 pg/placa (RESENDE et al., 2012). A auséncia de mutagenicidade
observada neste estudo pode estar associada ao processo de biotransformacdo nas células
HepG2. Considerando que essa linhagem celular possui altos niveis de enzimas do citocromo
P450 ¢ possivel que o Art C seja encaminhado para uma via de detoxificacdo, ndo sendo
capaz de induzir danos no DNA.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram que as diferentes concentragfes de Art C ndo foram
mutagénicas as células HepG2, no ensaio CBMN, no tratamento de 24 h. Entretanto, um
namero maior de experimentos, ampliando o tempo de exposicdo das células ao Art C, deve
ser realizado, para confirmar os resultados obtidos até 0 momento.
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